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BADANIA BIOCHEMICZNE I IMMUNOCHEMICZNE
NAD PARECZKAMI BRUCELLA

7, Zakladu Antropozoonoz Instytutu Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie
Wplynelo 5 maja 1956 r.

Duze znaczenie w swoistosci cech immunologicznych komorki bakte-
ryjnej przypisuje sie antygenom somatycznym. Strukture ich poznano

dotychczas u niewielu bakterii.

Wilasnosci pelnych antygenéw otrzymywanych przy pemocy réznych
metod z komérek Brucella opisywalo wielu autoréw: Stabospicki

(1941), Wierszilowa (1941,
cytat Dubrowskiej 1950),
Huston, Huddleson, Her-
shey (1943), Miles, Pirie
(1939), Lisbonne, Mon-
niér (1936), Dambovicea-
nu, Barber, Pop, Mari-
nov (1938), Paterson, Pi-
rie, Stableforth (1947},
Dubrowska (1950, 1951,
1954), Parnas, Mierzejew-
ski, Feltynowski, Lazu-
ga (1955), Pannell (1950)."

W hadaniach serologicznych
stwierdzono, ze Brucella zawie-
ra dwa podstawowe antygeny:
Ai M (Wilson 1 Miles,
1932, wedlug Dubrowskiej
1950).

Przy pomocy metody wysy-
cania aglutynin udalo sie wy-
kazac, ze poszczegdlne odmiany
Brucella réinia sie zawartoscia-
mi antygenéw A i M., Przed-
stawiony na rysunku 1 schemat
Wilsona i Milesa nie znajduje
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Rys. 1. Schemat budowy antygenowej pale-
czek Brucelle (wedlug Wilsona i Milesa).
I — odmiana bovis, II — odmiana suis, II] —
odmiana melitensis, NAC = nieswoisty anty-
gen czastkowy (wspdlaglutynacja z pateczki
tularemii, duru brzusznego), A = antygen bo-
vis, M — antygen melitensis
Fig 1. Antigenic structure of Brucella --
schematically (according to Wilson and Miles)

dzi$ w dociekaniach serologicznych pelnege poparcia faktycznego (C hod-
kowski i Parnas, 1956). Ostatnio Renoux i Machaffey (1955)
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Rys. 2. Schemat budowy antygenowej Brucells (wedlug Renoux-Machaffey)

Fig. 2. Antigenic structure of Brucelle — schematically {(according
to Renoux — Machaffey)
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zaproponowali inny schemat struktury antygenowej odmian Bruceila.
Wedlug tych autorow komoérki fazy R wszystkich odmian zawieraja
prawie wylacznie antygen R, wspdlny dla wszystkich szczepow. Ko-
morki fazy § odmiany melitensis zawierajg antygen R i antygen Z (wla-
sciwy dla nowoopisanej odmiany nowozelandzkiej), antygen M i A. Ko-
moérki fazy S odmian bovis i suis zawierajg te same substancje antyge-
nowe, lecz w innych proporcjach (rysunek 2}

Damboviceanu, Barber, Pop i Marinov (1939, wedlug
Mikulaszka 1951) otrzymali z wszystkich odmian Brucella przy po-
mocy metfody Boivina substancje antygenowe zlozone z wielocukréw,
kwasow tluszezowych oraz substancji nierozpuszezalnych w rozpuszczal-
nikach organicznych i zasadach, a odczepiajacych po hydrolizie kwasnej
aminokwasy.

Dubrowska (1950, 1951, 1954), stosujagc metode Boivina, ekstraho-
wala z Brucella zlozony kompleks, w sklad ktérego wchodza dwa anty-
geny roznigce sie skladem chemicznym: antygen lipo-wielocukrowo-biat-
kowy oraz antygen zawierajacy obok swoistego wielocukrowca i biatka
kwas dezoksyrybonukleinowy. Swoiste wielocukrowce tych antygenéw
rézniag sie skladem chemicznym; jeden z nich zbudowany jest z glikozy,
kwaséw heksuronowych i glikozaminy, drugi za§ zawiera ponadto galak-
toze. Antygenowe kompleksy réinych odmian Brucella odznaczaja sie
réznym stosunkiem poszezegélnych substancji. W antygenowych komple-
ksach B. suis i melitensis przewaza antygen zawierajacy kwas dezo-
ksyrybonukleinowy, u B. bovis antygen ten stanowi niewielky tylko czes¢
kompleksu. Silverman i Elberg (1950, cytowane wedlug Du-
browskiej 1954) przy badaniu w ultrafiolecie substancji antygenowych
otrzymanych droga utrafiltracji i ultrawirowania ekstraktéw fenolowych
Brucella stwierdzili wystepowanie w nich pirydynowych i purynowych
zwigzkow. Badania te zgodne sa wiec w zasadzie z badaniami Dubrow-
skiej.

BADANIA WELASNE

CEL, METODYKA [ MATERIAL UZYTY DO BADAN WLASNYCH

Celem niniejszej pracy bylo:

1. Poznanie skladu chemicznego komplekséw biatkowo-cukrowych,
wydzielonych z Brucella.

2. Wykrycie ewentualnych réznic pomiedzy poszczegdlnymi szczepami
i odmianami Brucella w zdolnosci do tworzenia katalazy i ureazy.

3. Wyodrebnienie z Brucella sympleksow czynnych pod wzgledem
antygenowym oraz ich analiza.

Do oznaczania cukrow i aminokwasow w hydrolizatach symplekséw uzyto
metody chromatografii bibulowe? Katalaze oznaczano zmodyfikowang metoda
Huddlesona.

»aterial badawczy stanowily krajowe szczepy Brucella kolekeji wlasnej (w tym
136 szczepow B. bowvis, 14 B. suis i 5 B. melitensis} oraz wzorcowe szczepy odmiany
boris, suis i melitensis, olrzymane od prof. Stablefortha z Weybridge. Dla porowna-
nia zbadano réwniez szczepy Pasteurella multocida, P. tularense i P. rodentium,
zblizone pod nicktorymi wzgledami do Brucclla.

Chromatografie bibulowa wykonano 2z antygenami ofrzymanymi z wzorco-
wych szezepow odmian bovis, suis i melitensis, ze szczepu niezjadliwego S. 19,
ze szczepu wlasnej kolekeji PD oraz z P. multocida, P. rodentium 1 P. tularense.
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Proby na katalaze i ureaze wykonano ze szezepami Bruceila kolekeji wiasnej.
U wszystkich szczepéw sprawdzono czystosé fazy S metoda Henryego w modyfi-
kacji wlasnej i metoda Brauna. Ilo$¢ pateczek w 1 ml oznaczano wedlug skali
Brauna.

I. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA

Hodowle agarowe Brucella przemyte plynem lizjologicznym zadawane dwukrot-
nie S-procentowym roztworem kwasu tréjchlorooctowego; otrzymane wyciggi sa-
czono przez saczek 388 oraz wirowano, a nastepnie dializowanoc 1 zageszczano pod
proZnia do objetosel 10 ml (ze 150 ml piynu wyjSciowego). Zageszczony dializat za-
dawano 8-krotna objetoScia bezwodnego acetonu. Osad wytracany po 24 godzinach
oddzielano od plynu przez wirowanie, przemywano acetonem i suszono pod
zmniejszonym cisnleniem. Otrzymano proszek koloru kremowego, trudno rozpusz-
czalny w zimnej wodzie.

W probach orientacyjnych roztwér osadu reagowal ujemnie w odczynie Fehlinga,
bardzo stabo dodatnic lub watpliwie w ninhydrynowym i biuretowym, pozytywnie
za§ w reakeji Molischa i Hellera. Przypuszczamy, #e otrzymany osad jest symple-
ksem, w sklad ktorego wchodza weglowodany i bialka. Rozbicia otrzymanego sym-
pleksu dokonano na drodze lagodnej hydrolizy kwasnej, W tym celu osad zadano
0,1 N kwasem octowym w stosunku 1:100, hydrolizujac go na wrzacej lazni
wodnej przez 4 godziny. Otrzymano osad biatka (dodainie reakcje: biuretowa, nin-
hydrynowa), cieniutka warstewke tluszczowa na powierzehni i plyn, w ktérym
rozpuszczone byly weglowodany (pozytywna reakcja Molischa). Osad usunigto przez
wirowanie, przemyto 0,1 N kwasem octowym, acetonem i wysuszono w proini.
Suchy osad bialka hydrolizowano w 20-procentowym HCI przez 21 godzin pod chlod-
nicg zwrotna w temperaturze wrzenia. Hydrolizat, po usunieciu kwasu solnego, uzy-
to do analizy chromatograficznej na aminokwasy.

Weglowodany wytracano 10-krotng objetoscia bezwodnego acetonu, przemy-
wano acetonem i eterem, i po wysuszeniu hydrolizowano §-procentowym kwasem
solnym przez 6 godzin w 98 - 100° ped chlodnicy zwrotna. Hydrolizaty zobojgtniano
wodorotlenkiem sodu, odparowywane do sucha w proini i odsalano na drodze
ekstrakejl pirydynowej. Ekstrakt pirydynowy siuzyt jako material wyjsciowy do
analizy chromatograficznej cukréow redukujacych we frakeji weglowodanowej sym-
pleksu.

Analize chromatograficzng przeprowadzano wedlug ogélnie stosowane] metody.
Aminokwasy rozdzielano na bibule Whatman Nr 1 i 3 w ukladzie fenol — woda
w stosunku objetosciowym 7:3, propanol — woda (7:3), butanol — kwas octo-
wy — woda (4:1:5), butanol — metanol — woda {(4:5:1) w chromatografii dwu-
kierunkowej i jednokierunkowej oraz krazkowej. Jako wywolywaczy uzyte 0,1-pro-
centowego roztworu acetonowego ninhydryny i 0,2-procentowego roztworu izatyny.

Cukry rozdzielano na jednokierunkowym chromatogramie w uktadzie pirydyna—
butanol—woda w stosunku objetoSciowym 25 :45:40, ktéry to uklad umeozliwia
rozdzielenie cukréow prostych o zblizonych wspdlezynnikach rozdzialu na hibule
Whatman Nr 1 (Opienska-Blauth, Madecka-Borkowska, 1950).

Chromatogramy cukrowe hydrolizatéw sympleksow Brucella i Pasteu-

rella przedstawiono w tabeli I. W tabeli II podano sklad aminokwasowy
hydrolizatéw przy roznych stezeniach substratu na chromatogramie.

Chromatogramy hydrolizatu frakeji bialtkowej odmian bovis, suis,
melitensis, S-19 i PD nie wykazuja réznic w skladzie jakosciowym (rysu-
nek 4 i 5). Stale otrzymywano 15 - 17 plam, ktére umiejscowieniem i za-
barwieniem w reakeji z ninhydryng i izatyng odpowiadaja aminokwasom
kontrolnym; 1. leucyna lub izoleucyna, fenyloalanina; 2. walina lub me-
tionina; 3. prolina; 4. tryptofan; 5. tyrozyna; 6. alanina; 7. treonina; 8. li-
zyna;, 9. glikokol; 10. seryna; 11. ?; 12, kwas glutaminowy; 13. kwas
asparaginowy: 14. ?; 15. ? (cystyna?); 16. arginina; 17. histydyna. Niektére
z tych plam wystepuja dopiero po naniesieniu na chromatogram wiek-
szych ilosci hydrolizatu; dotyczy to szczegblnie aminckwasow ulegajacych
zmianom podczas hydrolizy kwaénej. a mianowicie; histydyny, argininy.
tryptofanu i cystyny.
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Rys. 3. Chromatogramy frakcii wielocukrowej Brucella i Pasteurella
CK -— cukry kontrolne, 1 — glikozamina, 2 — galaktoza, 3 — glikoza, ¢ — mannoza,
arabinoza, fruktoza, 5 — ksyloza, a— 7, b — prawdopodobnie ryboza
Fig. 3. Chromatograms of hydrolysates of polysacchande fraction of Brucella
and Pasteurella
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TABELA I

Hydrolizat frakeji wielocukrowej symplekséw biatkowo-cukrowych
Analyses of the hydrolysate of polysaccharide fraction of glicoprotelde-symplexes

Brucella brucei
Weglowodany ! ‘

Carbohydrates bovis | suis l meli- ¢ 191 PD tule- | roden- | multo-

l tensis | rense | tium cida

_ Pasteurella

Kwasy heksurowe L + " ; . " N
Uronic acids ! :
Glikoza U
Glucose } P e ‘
Galaktoza

Galactose

Glikozamina
Glucosamine

Mannoza

+4- o b AN : b RS B
Mannose : . ' ki

Ksyloza
Xylose

Ryboza
Ribose ’ : ’ ) i i

-« iloczyn paprzecznel i podiuzne] osi plamy — 1,5 - 2,5 cm®

azotan srebra }sﬂny odezyn
anilina

: + {loezyn poprzeczne) i podiuzned osi plamy - 1,0 - 1,5 em?

azotan srebra }gwdnl odezyn
aulina

- {loczyn poprzecznej i podiuzne) osi plamy do 1,0 on®; 2 azotanem srebra - odezyn dodatni
z aniling — slaby

.+ lleczyn poprzecznej I podiuznej osi plamy - 1,0 ¢m*; azotan srebra — odczyn dodeatni
anilina - watpliwy

Skiad aminokwasowy hydrolizatéw frakcji bialkowej P. multocida,
P. rodentium i P. tularense jest podobny do skitadu hydrolizatow Bru-
cella. Jedynie tylko wielko$é plam poszczegélnych aminokwaséw jest
rozna, zwlaszeza argininy, histydyny, tryptofanu, cystyny i tyrozyny,
ktore pojawiaja sie wyraznie dopiero po naniesieniu na chromatogram
trzykrotnie wiekszych ilosci substratu niz u Brucelle. Widzimy zatem,
ze sklad jakosciowy aminokwasow Brucella i Pasteurella jest podobny;
na podstawie wielkoéci plam mozna jedynie przypuszezaé, ze roznice (jesli
wystepuja), dotycza raczej skladu ilo§ciowego. Nalezy wige przyja¢,
ze frakcje biatkowe badanych drobnoustrojéw sg podobne; o zasadniczych
roznicach bez przeprowadzenia oznaczen iloSciowych badanych frakcji
moéwi¢ nie mozna.

Jak widaé z tabeli Ii z rysunku 3 — hydrolizaty frakeji wielocukrowe;j
sympleksdw bialkowo-cukrowych Brucella oraz P. tularense, P. rodentium
i P. multocide — wykazuja szereg plam redukujacych acetonowy roz-
twér azotanu srebra i barwigeych sig na brunatno i rézowo po zastosowa-
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Rys. 4, Chromatogramy hydrolizatéw frakeji biatkowej Brucella
Fig. 4. Chromatograms of hydrolysate of proteide fraction of Brucella
1 - izoleucyna, leucyna, fenyloalanina, 2 -— metionina, walina, 3 — prolina,
4 — tryptofan, 5 — tyrozyna, 6§ — alanina, T — treonina, 8 — lizyna, 9 — glikokol,
10 — seryna, 11 — ?, 12 — kwas glutaminowy, 13 — kwas asparaginowy, 14 — 7,
15 — cystyna, 16 — arginina, 17 — histydyna.
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niu butanolowego roztworu aniliny. Plamy na chromatogramie odpowia-
dajg umiejscowieniem i zabarwieniem cukrom kontrolnym: glikozie,
galaktozie, glikozaminie, mannozie (lub fruktozie i arabinozie), ksylozie
i 2 nieokre$lonym substancjom, z ktérych jedna umiejscowiona jest
blisko linii startowej chromatogramu (plama a) a druga ponizej splywu
ksylozy (plama b).

TABELA II

Hydrolizat frakcji bialkowej sympleksow bialkowo-cukrowych
Analyses of the hydrolysate of protein fraction of glicoproteide-symplexes

i i Brucelia bvjycﬁej ‘ Pasteurella
Aminokwasy o : ' meli- tula- E roden~ ;?n;l}:(.)-
Aminoacids . bowis suis ite’nsis . 5-19 PD ' rense | tium " eida

Alanina b : ; N y
Arginina : + ] . & " £+
Cystyna ) L . . o
Kwas glutaminowy : ‘ . - " + 4 :
Kwas asparaginowy . . P! - L + 4 ;o
Glikokol + i 4 “ 8 i i . 4+ 4
Histydyna + . i x = ES =
Lizyna ; ' - = 5 - " -
Leucyna, izoleucyna, . :

fenyloalanina i - : + . . i
Treonina - 4 . : : : ; : G
Tyrozyna - \ P . +
Tryptofan _ ] . . -
Walina, metionina . . i 4 4 "
Seryna 4 ‘ ; L n . ‘
Prolina : o
Nieoznaczone

Not determined . : . - _

Na chromatogramie hydrolizatéw symplekséw Brucelle wyraznie wy-
stepuje 5 plam redukujacych acetonowy roztwor azotanu srebra, z ktérych
cztery odpowiadaja umiejscowieniem cukrom kontrolnym, glikozaminie,
galaktozie, glikozie 1 mannozie (lub fruktozie i arabinozie). Plama umiej-
scowiona na wysoko$ci splywu mannozy, w reakeji z aniling zabarwia sie
brunatno, co przemawia za obecnos$cig heksoz a nie pentoz w tej plamie.
Plama pigta, oznaczona na chromatogramie literg ,,a, nie zostala okre-
élona z powodu braku czystych zwiazkéw redukujgeych o tak niskim
wspotczynniku Rp i bardzo malej ilo$ci materialu badanego, co nhie po-
zwolilo na przeprowadzenie badan wlasnosci fizyko-chemicznych tego
zwiazku po elucwaniu z chromatogramu. Biorgc pod uwage dane z pis-
miennictwa dotyczace chromatografii zwiazkow redukujgeych mozna by
przypuszezaé, ze plama ta odpowiada umiejscowieniem jakiemu$ z kwa-
sow heksuronowych.

Réznice wielkeosei i intensywno$ci zabarwienia plam zwigzkow redu-
kujacych w grupie Brucella pozwalajg przypuszezaé, ze w skladzie iloscio-
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Ryvs. 5. Chromatogramy hydrolizaiéw frakeji biatkowej Brucella i Pasteurella.

Fig 5. Chromatograms of hydrolysates of proteide fraction of Brucella
and Pasteurella

Objas$nienia jak do rys. 4

4+ — Ac¢ta Microbiologica zeszyt 3 -4
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wym, we wzajemnych stosunkach ilosciowych poszczegolnych cukrow
tworzacych wielocukrowiec, a moze w ich poloZeniu przestrzennym,
a wiec w strukturze samego wielocukrowca (a nie w skiadzie jakoscio-
wym), tkwi¢ moze miedzy innymi istota odrebnosci poszczegélnych od-
mian: bovis, melitensis, S-19 1 PD paleczek Brucella brucei.

Wielkoé¢ i intensywno$é zabarwienia plam na chromatogramach
trzech zwigzkéw redukujgeych, umiejscowionyeh na miejscu splywu gli-
kozaminy, galaktozy i mannozy jest rozna (tabela I).

Obrazy chromatograficzne frakeji cukrowej P. tularense i P. multocida
wykazujg duze podobienstwo. Faleczki te zawieraja wiecej zwigzkow re-
dukujgcych anizeli Brucella. Chromatogramy hydrolizatu frakeji cukro-
wej tych paleczek wykazuja obecnosé dwu zwigzkéw nie wystepujacych
u Brucella, ktére umiejscowieniem odpowiadaja ksylozie oraz zwigzkowi
nieoznaczonemu o wiekszym niZz ksyloza wspdlczynniku rozdzialu (ry-
boza?).

Chromatogram hydrolizatu frakcji cukrowej P. rodentium wykazuje
obecnoéé tylko trzech wyraZnych plam, odpowiadajacych plamom ,a*.
3 i 4 hydrolizatéw frakeji wielocukrowej Brucella, P. tularense i P. mul-
tocida, oraz nieznaczne zaciemnienie na wysokodei sptywu galaktozy
(tabela I, rysunek 1).

2. OZNACZANIE AKTYWNOSCI KATALIZY I UREAZY*

Huddleson (1942) stwierdzil, ze zjadliwosé Brucella jest w pew-
nym stopniu skorelowana z aktywnoscig katalazy. Wedlug niego B. suis
zawiera najwicksza ilo$¢ katalazy, B. bovis najmniej, zas B. melitensiy
zajmuje miejsce posrednie.

Brucelle (faza §) hodowano na agarze watrobowym skoinym przez 48 godzin
w 37° Bakterie zawieszano w 0,05-procentowym roziworze tryptozopeptonu w 0,5-
procentowym NaCl uprzednio autoklawowanym 1 przesgczonym na krotko przed
wzyciem (pH 6,9 - 7,00). Gestosé zawiesiny oznaczano wedlug skali Browna, dobiera-
jac ja tak, aby ilos¢ bakterii w 1 ml wahala sie od 6,9+ 10% do 7,7-10% 5 ml zawie-
siny przenoszono do kolby Erlenmayera, dodawano 15 ml 1/15 N H,0s Kolbke
z zawiesing przenoszono do trzesawki i poddawano drganiom 120 na minute przez
20 minut w 20 - 25°, Z wytrzasanej probowki pobierano 5 ml plynu, dodawano 3 ml
HoS0, rozcienczonego woda w stosunku objetosciowym 4 ml stezonego H,SO4 na
1 ml H;D, a nastepnie miareczkowanc pozostaly ilos¢ Hy0, 0,1 N nadmanga-
nianem potasu.

Aktywnos$¢ katalazy przeliczano w stosunku do 100 ml 0,1 N KMnO, Wyniki
podawano jako Srednig trzech oznaczenn: w kazdej serii oznaczen robiono 6 prob
kontrolnych.

Ureaze oznaczano przy pomocy proby z czerwienig fenclowg (Chodkowski
i Parnas, 1956). Sklad podloza: 4% mocznika, 4,8% NaHPO,+12H,0, 1,8%
KHpP(Qy4, 0,02% wyciagu drozdzowego, 0,002% czerwieni fenolowej, pH 6,8, Pozyw-
ke saczono przez filtr Berkefelda, Do probéwki aglutynacyinej wlewano 1 ml
zawiesiny Brucella (hodowla $wieza o gesto§ci okolo 10° w 1 ml), a nastepnie
wprowadzano 1 ml poszywki, wstawiane do lazni wodnej o cieplocie 37°. Nastep-
nie notowano czas po jakim wystapilo rézowe zabarwienie podloza. B. melitensis
i B. bovis wywoluja zabarwienie rdozowe po 55 minutach, natomiast B. suis zmie-
nia barwe podloza juz po kilku minutach.

Aktywnodé katalazy i ureazy badanych szczepdw podaje sumarycznie tabela III

* W badaniach nad ureazg udzial brat mgr H. Hryniewicz.
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TABELA III

Aktywnoé§é katalazy i ureazy badanych szczepéw
Catalase and urease activity of examined strains

. . - Aktywro$é ureazy
8dn€m:na Al::ty:vilosc ka:.alizy (w minutach)
arietas atalase acuvily Urease activily (minutes)
. I
i Srednia i od do Srecnia od do
average : from to average from to
B. bowvis 57,8 14,3 77,0 53 2 150
B. bovis atypowa 69,1 64,5 74,0 78 2 150
B. suis 78,5 70,0 84,0 2 2 3
B. suis atypowa 69,7 57,2 78,7 3 2 4
B. melitensis © 604 56,9 79,1 47 3 85
Aktywnoé¢ katalazy 1 ureazy szcze-
Szezepy o znanej duzej wirulencji péw niezjadliwych odmiany bouis wy-
daty nastepujace wyniki: glada nastepujgco:
|

| Katalaza| Ureaza Katalaza | Ureaza

]
Odmiana bovis Nr2¢ 659 | 32 5-19 122 R 143
odmiana bovis Nr 554 634 ‘ 30 S§-19 122 8 o215 2
odmiana suis Nr 1330 84,0 | 3 BA i 547 .
odmiana melitensis | ‘ B BA S 71,4 ‘
Nr 16 79.1 85 PD 427 110

Whrew zapatrywaniom Huddlesona nie stwierdziliémy zaleznoéei po-
miedzy aktywnoscia katalazy a przynaleznoscig odmianowg lub zjadli-
woscig badanych szezepéw. Wykazuja to wyrainie dane zestawienia. Za-
leznosé taka spostrzegamy natomiast odnos$nie aktywnosci ureazy, co
zgodne jest z danymi innych autordw. Istotnie szczepy B. suis odznacza-
ja sie niskg aktywnoécia ureazy. Szczepy B. bovis i B. melitensis natomiast
wykazujg duzg akiywnos$¢ ureazy.

3. WEASNOSCI SEROLOGICZNE I ALERGICZNE SYMPLEKSOW
UZYSKANYCH Z BRUCELLA

A. W trakeie poszukiwania najbardziej aktywnego antygenu do odezy-
nu wigzania dopelniacza, cechujacego sie duza swoistoscia, uzyskano
frakcje biatkowo-wielocukrowsg (Parnas 1 Stepkowski, 1949). Ta-
hela IV przedstawia wyniki badan poréwnawczych, nad sily antygenowa
roznych preparatdéw.

Z tabeli wynika, ze frakcje wielocukrowe sg najlepszymi antygenami
do odczynu wigzania dopelniacza.

* W przeliczeniu na 100 ml 0,1 N MKnO,.
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StaraliSmy sie (wspolnie z ELazuga) wprowadzi¢ odezyn hemaglutynacji
do diagnostyki brucelozy ludzi i zwierzat. Metodyke badan opracowano
na podstawie metody Dubosa-Middlebrooka. Do oplaszczania krwinek
uzyto 4 antygendw otrzymanych z Brucellu odmiany bovis: 1. frakcje
bialkowo-cukrows, II. frakcje biatkows, III. frakeje cukrows, IV. anty-
gen B. bovis stosowany przy odczynie wigzania- dopelniacza (wyciag
wodny).

Pierwsze tizy frakcje otrzymane zostaly z hodowli Brucella bowvis. Materiatem
wyjsciowym byl acetonowy dezintegrat, z ktdérego {rakecje 1 (biatkowo-cukrows)
otrzymano drogg hydrolizy kwasne]. Dezintegrat zadano 3-procentowym kwasem
trojchlorooctowym 1 pozostawiono w temperaturze pokojowej na 24 godzin. Na-
stepnie roztwdr odwirowano, osad odrzucono, plyn poddano 36-godzinnej dializie
w obecnosci toluolu. Po dializie plyn zageszczono w 40 pod zmniejszonym cisnie-
niem (20 do 40 mm Hg) do 1/3 objetosci poczatkowej. Zageszezony plyn zadano
5-krotna objetoscia 98-procentowego etanolu. Po 24 godzinach oddzielono strgco-
ny osad od plynu przez wirowanie. Osad przemyto alkoholem, acetonem i eterem
oraz wysuszono w eksykatorze prozniowym w 20 . Otrzymany bialy proszek w wod-
nych roztworach daje dodainie reakcje ogoélne na bialko i cukry (Piotrowski,
Heller, Molisch). Proszek ten nazwano frakcja 1 bialtkowo-cukrows.

Frakcje 1T i 111 otrzymano z rozbicia frakeji biatkowo-cukrowej, stosujac lagod-
na kwasng hydrolize. Frakcje I zadano N/10 kwasem octowym w stosunku 1:100
i podgrzewano przez 4 godziny na wrzgcej tazni wodnej, po czym odwirowano. Osad
przemyto woda, alkoholem, acetonem i eterem, a nastepnie wysuszono w eksy-
katorze prézniowym. Otrzymany bialy proszek po rozpuszczeniu daje silne reakcje
na biatke (biuretowa Piotrowskiego, Hellera, sulfosalicylowa) oraz staba reakcje
na weglowodany (Molischa). Osad ten nazwano frakeja II biatkowas.

Plyn zadano bezwodnym acetonem w stosunku 1:3 i po 24 godzinach odwiro-
wane, Osad po przemyciu alkoholem, acetonem i eterem wysuszono w temperatu-
rze 20" w eksykatorze préoiniowym. Suchy proszek koloru kremowego rozpuszezo-
ny w wodzie daje silny odczyn Molischa na weglowodany i staby na bialka Pio-
trowskiego. Osad ten jest frakeja III, nazwana cukrowa.

Aniygen stosowany do odezynu wigzania dopelniacza otrzymano w nastepujacy
sposdb: 3 - 4-dniowa hodowle Brucella splukano 10 ml 0,85-procentowego roztworu
soli kuchennej;, zawiesine wstrzasano przez 24 godziny z perelkami szklanymi, po
czym golowano przez 20 minut na {aZzni wednej. Po ostudzeniu zawiesine sgeczono
przez azbest; plyn o bursztynowym zabarwieniu po wymiareczkowaniu uzywano do
odczynu wigzania dopelniacza.

Tabela V przedstawia wyniki oedczynu hemaglutynacii z r6znymi anty-
genami (I, II, IIT i IV). Wyniki te $wiadeza, ze antygen uzywany do od-
czynu wigzania dopelniacza wywoluje hemaglutynacje z surcwicami do-
datnimi w wysokich mianach: 1/64, 1/128, natomiast sympleksy o wiasno-
geiach antygenowych (I, II, III) wywoluja odezyn hemaglutynacji w ni-
skich mianach: 1/8, 1/16, 1/32, albo daja wyniki ujemne. Antygen stoso-
wany w odczynie wiazania dopelniacza (IV) wywoluje jednak zjawisko
hemaglutynacji réwniez z surowicami ujemnymi (lub co najwyzej watpli-
wymi) w mianach 1/32, 1/64 i wyzszych. Fakty te wskazuja na nieswo-
isto$¢ odezynu hemaglutynacji przy uzyciu na pozér bardze czulego
antygenu (IV). Antygeny [, IT i III zachowujg sie z surowicami ujemnymt
swoidcie.

Czulo$¢ 1 swoistodé odczynu hemaglutynacji przy brucelozie zalezy
w glownej mierze od antygenu uzywanego do uczulenia krwinek. Naj-
lepsze wyniki otrzymano przy uzyciu frakeji zwanej bialkowo-wielocu-
krowa. Najmniej swoisty okazal sie antygen IV uzywany do odezynu wia-
zania dopelniacza (wyciag wodny Brucella). Frakeja bialkowa i cukrowa,
uzyskane przez nas, okazaly sie malo czule i malo swoiste. Prawdopodob-
nie oczyszezanie antygenu powoduje utrate swoistosci.
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Odczyn hemagiutynacji moze byé zatem uzyty do diagnostyki brucelo-
zy jako odczyn uzupeiniajacy odezyn Wrigtha i odezyn wiazania dopel-
macza.

Starano si¢ rowniez zastapi¢ alergen komérkowy preparatami chemicz-
nymi. Wykonano w tym celu préby poréwnawcze z bruceling PS i PD
oraz poszczegdlnymi frakcjami uzyskanymi z Brucella. Do badan uzy-
to frakcji biatkowo-wielocukrowej, wielocukrowej i frakeji uzywanej do
odezynu wigzania dopelniacza (otrzymywanych tak, jak do odezynu hema-
glutynacji). :

Frakcja II (biatkowa) okazala sie dobrym antygenem i wywolywala
dodatnie odczyny serologiczne trwajgce przez 8 tygodni. Frakcja 1 (bial-

TABELA IV

Aktywnoéé¢ preparulu z odmiany bovis w odezynie wigzanin dopelniacza
Antigenic characteristics of B. bovis preparations in complement fixation test

’ ] opier i . o
Sposéb otryzmania Stopien rozcienczenia antygenu w %

preparatu Dilution of the antigen per cent
The method of T I o
preparation 06 1 i 3 5 ; 8 i 10 ! 15 20 -

komorki odrzucano . oo
Mechanical desintegration, :
supernatant fluid

|
I
o AL B | | |
Rozbijano mechanicznie, ;
i

Rozbijano przez zamrazanie : !
i odtajanie, komérki od- :
rzucano - - : - ST & N

Freezing and thawing, ‘
supernatant fluid

Zawiesina wyjalawiana w
autoklawie (1157} przez ;
20 minut i sgczena - ‘ L IR U e o

Autoclaved (115%) for 20° ! ‘
and filtered i : !

Frakcja wielocukrowa I - w O T R N i [ Tu TR AR A TR

Polysaccharide fraction 1 ' :

Frakcja wielocukrowa II ) L TR TP R .
Polysaccharide fraction 11 | — 1T 77 Fptdd odro fiddsadbd | bdo
; |

Frakcja wielocukrowa 111 ‘
Polysaccharide fraction III R B2

SR S BT T [N O I

Frakcja biatkowa I T —- =
Protein fraction I : :

Frakcja bialkowa II
Protein fraction II

Abortyna radziecka ' - i C T
Abortine : i

Doswirdczenia przeprowadzonoe wspolnic z 8. StepkowsKim.
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TABELA V
Odczyn hemaglutynacji z réZnymi antygenami Brucella odmiana bovis
Hoemagglutination test — various antigens of Brucella variant bovis
| Odczyn hemaglutynacji
\ i Hoemagglutination test
Nr ‘{QOdezyn wig-|—— o — e
badanej Odczyn .zania dopel- ] ___{rakcja - fraction
surowicy" Wrighta | niacza ‘ !
bydlecej . . . " antygen do
Agglutina- | Comple~ |wielocukro- | wielocukro-, Q.W.D.
tion test . ment wo-biatko-| biatkowa wa | antigen
Serum (titer)  fixation wa . | tér rutine
Ne | . test . proteide polysac- !
i . glicopro- i ‘charide complement
E 1 teide ‘. ‘ fixation tes
2 1/200 + O - — | e
3 1/100 + + 1/18 1/16 1/18 {1728
4 1/200 + 4+ 1/8 1/8 1/8 1/32
b 17200 4 + 1/8 1/8 : 1/8 1/32
6 17200 L =+ 1/8 1/8 1/8 1/8
7 14400 + + 1716 1/18 1/32 1732
8 17200 + + 1/8 1/8 1/16 17128
9 1/100 4+ + — — — 118
11 1/200 -+ + 1/3 1/8 1/8 1/04
13 1/200 + — 1/8 1/8 1/16 1/128
14 1/800 - + 1732 - 1/8 1/32
15 1/200 + — -— — 1/8 1/32
16 1/100 4 + 1/16 1/8 1/18 1/32
17 1200 1 — 1/8 13 1/8 1/16
19 17200 4+ —_ 1/8 1/8 1/8 1/128
20 1/200 + + 1/8 1/8 1/16 1732
21 17400 + — — — - 1116
22 1,200 + 1/3 — 1/8 132
23 17200 + — 1/16 1/8 1/32 1732
24 1/200 4+ — 1/8 — ‘ — 1732
26 1/400 - -+ 1/16 1/16 1/18 1/128
27 17200 +- — 1/8 1/8 1/8 1/32
28 1800 4+ - 1/8 1/8 1/8 1/64
20 11400 + + 1/16 1/18 1/13 1/64
30 1300 -+ | - 1/8 1/8 1/8 1/32
31 17100 4- -— 1/8 1/8 1/8 132
32 1/800 + + 1/18 1/8 1/18 1/64
33 1/800 4 - 1/16 1/18 1/32 _ 1/128
34 1100 + - 1/8 1/8 1/8 ‘ 1/32
35 1/200 + - 1/3 1/8 I T 184
36 1200 + + 1/8 1/8 : 1/16 | 1,32
37 17100 4- + 18 1/8 L1 132
38 1/400 - + 1/8 1/8 1/18 : 1/64
43 1/400 4- + 1/8 1/8 1,16 1/64
44 17200 + + 1/8 1/8 i 1/8 1/128
45 1/400 + i — ! - - | 1/8 . 1/32
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| Odczyn hemaglutynacji
' Hoemagglutinalion test

Nr : :Odczyn wig- - - R ————
badanej| Odczyn =zania dopel-| frakcja - fraction
surowicy;, Wrighta niacza | :
bydigee} Agglutina- © Comple- - wielocukro- ‘wielocukro-| angr‘gir]ado
tion test ° ment | wo-bialko-| biatkowa . wa | .
Serum (titer) fixation wa . ‘ . antigen
No test ) proteide . polysac- ' for rutine
glicopro- | charide . complement
i ; teide | ‘fixation test
47 1/25 <+ i | - - 1/8 1/64
48 1/20d) |- 1/8 1/8 1/8 1/64
49 1/50 4 1/8 1/8 1/8 1/128
al 0 1100 4 ¢ — : 1/8 ‘ 1/8 1/8 ' 1/16
52 1,200 + | - C18 .18 1/18 I 1/32
53 1/100 + : 1/8 . 1/8 ' 1/8 ' 1/32
56 1/100 £ | . , 1/8 ; 1/8 1/16 C 132
57 1/800 - + Ly s 1/8 . 1/64
58 ' 1/800 + + 1/8 .18 1/16 1/128
59 1;800 + + 1/8 : 1/8 1,8 : 1/32
63 1/100 - 1/8 ¥ 1/8 A Ve
65 17100 & | - BV ? - , - 1B
,_l._..Af N | ! JEO T »
Surowice kontrolne — Control sera
71 - — - 1/16
72 -— - —_ 1/16
7 , - - 1/16
74 - - 1/8 1/16
75 - - 1/18
it — m 1/16
71 : - - 118 -
. ) 1/8 s | 1ne
9 . . : 1/8 1/8 1/18
R0 I T

Bofwiadczenia prZeprowadzonoe wspdlnle 2z K. Lazuga.

kowo-cukrowa) jest stabo anitygenowa {(ujemny wynik odczynu wiazania
dopelniacza i szybsze — do 5 tygodni — wygasanie odezynu zlepnego).

Frakcja III (wielocukrowa) jest najslabszym antygenem.

Po podskérnym wprowadzeniu uczulonym krolikom tych frakeji oraz
bruceliny PS i PD stwierdzono, ze wyodrebnione sympleksy (frakcje I,
I1, 111 i IV) ustepuja czuloscia brucelinie PS i PD i nie nadajg sie do od-
czynu Burneta,

Nastepnie sporzadzono jeszcze dwie frakcje alergenowe, mianowicie
M i MM. Przemyts mase bakteryjng zadawano 200-krotna objetoscig
5-procentowego kwasu octowego, pozostawiajae w temperaturze 20° przez
24 godziny, gotowano przez 10 minut, a nastepnie wirowano. Otrzymany
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ptyn oddzielano od osadu, nastawiano na pH 4 i zadawano acetonem
w stosunku 1: 1. Po 48 godzinach wirowano, otrzymany osad przemywano
i wysuszano. Suchy proszek rozpuszezano w jalowej wodzie destylowanej
o pH 7 z dodatkiem 0,5-procentowego fenolu. Tak otrzvmany roztwdér
stanowil alergen M.

Osad po gotowaniu z kwasermn octowym zadawano N/10 HCI, goto-
wano przez 25 minut pod chlednicg zwrotng, a nastepnie wirowano. Plyn
z nad osadu doprowadzano do pH 4,5. Otrzymano przy tym osad, ktory
przemywano acetonem i suszono w suszarce w 80°. Suchy proszek roz-
puszczano w jalowej destylowanej wodzie z dodatkiem 0.5% fenolu. Tak
otrzymany roztwér stanowil alergen MM.

Wyniki ilustruje tabela VI

TABELA VI

Odezyny alergiczno-skorne u krélikéw zakazonych hrucelg
Allergic skin test in infected rabbits

Nr i
krélika - Brucelina

< P.EB.A* Alergen M Alergen MM
Rabbit PS i PD f
ND

11 r+ + .
12 Bl - !
13 -

T | |
15 + - : - %
16 - -+ |
17 - - ‘
N , |

“ Alergen dunski Pluma i Ottosena, odpowiadajgcy preparatnwi Huddlesona.

Widoczne jest, Ze najczulszym alergenem jest brucelina PD, co po-
twierdzily dalsze eksperymenty tu nie referowane oraz badania kli-
niczne.

Badania te sa nadal kontynuowane,
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BIOCHEMICAIL, AND IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON BRUCELLA
Summary

Strains of Brucella brucei ver. bovis (B. abortus), suis, melitensis and of Pa-

steurella tularense, P, rodentium and P, multocida were studied.

The polysaccharide-protein symplexes were extracted from the bacterial cells,

hydrolysed and examined by paper chromatography.
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The aminoacid composition of proteide fraction of symplexes isolated from
Brucella and Pasteurella cells was similar (table II, fig. 4, 5).

There was noted some differences in polysaccharide fractions of examined
variants of Brucelle and of Pasteurella strains (table I, fig. 3).

In connection with the observations of Huddleson on the correlation between
the virulence and the activity of catalase and urease in the Brucella strains — this
activity was studied in strains of B. abortus, B. bovis and B. suis. No correlation
between virulence and catalase or urease activity was observed (table III). Never-
theless there was some difference in the ability to decompose urea between B. suis
on one side and B. ebortus and B. melitensis on the other side.

The antigenic properties of isolated fractions were also examined. The poly-
saccharide fraction was shown to be a hapten, specially suitable for complement
fixation test (table IV).

The polysaccharide-protein symplex was antigenic and good results were
obtained with it in haemagglutination test (table V).

These preparations were not suitable for allergic skin test in brucellosis
(table VI).
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